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糖皮质激素对哮喘小鼠 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞的作用

李敏１，宋丽１，张建波２，房俊２，李兰１

（四川省医学科学院·四川省人民医院，１．儿科 ２．医学中心试验室 四川 成都　６１００７２）

　　［摘　要］　目的　建立哮喘小鼠动物模型并给予吸入糖皮质激素治疗，通过分析ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞
及相关细胞因子在哮喘发病中的变化情况，以及观察糖皮质激素治疗对该细胞的影响和干预作用，探讨哮喘发作

的新的免疫机制。方法　分别制备哮喘组（ＯＶＡ），哮喘吸入激素治疗组（ＯＶＡ／ＧＣ）及对照组（ＮＳ）动物模型。所
有小鼠于末次激发后２４ｈ，取右肺中叶标本作病理切片，观察炎症改变；同时收集外周抗凝血及肺组织细胞悬液，
通过流式细胞仪及酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）测定ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞占ＣＤ４＋Ｔ细胞的百分比和血浆中
ＩＬ１０和ＴＧＦβ１水平。结果　①哮喘小鼠外周血及肺组织细胞悬液中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞百分率明显降低
（Ｐ＜０．０１），吸入糖皮质激素治疗后ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞百分率明显升高（Ｐ＜０．０１）。②ＩＬ１０在哮喘组较
对照组明显降低（Ｐ＜０．０１），糖皮质激素治疗组ＩＬ１０明显升高（Ｐ＜０．０１）。③ＴＧＦβ１在哮喘小鼠较对照组明显
降低（Ｐ＜０．０１），吸入糖皮质激素治疗后ＴＧＦβ１有所升高，但差异无显著性。结论　 ①哮喘小鼠ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调
节性Ｔ细胞和ＩＬ１０，ＴＧＦβ１数量和分泌水平降低，尤其是肺部 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞不能有效聚集，导致全
身和局部对炎症反应的抑制作用减弱，可能是导致哮喘发生的原因之一。②糖皮质激素可通过增加 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

调节性Ｔ细胞及ＩＬ１０数量和分泌水平，增强其免疫抑制功能而发挥治疗作用。③外周血和肺部ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节
性Ｔ细胞百分率变化具有一致性，监测外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞变化情况可以了解肺部变化趋势。
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　　支气管哮喘是儿童期最常见的慢性呼吸道疾
病。越来越多的研究表明，ＴＨ１相关的炎症反应并
不下调哮喘的发病，同时在 ＴＨ２型免疫反应介导的
疾病中哮喘的发病率也并未增高［１，２］。而 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞在哮喘的免疫调节中发挥着重
要作用，已成为哮喘发病机制中的研究热点，但有关

其数量和功能改变的观点存在分歧，作用机制尚不

明确。本研究通过建立哮喘小鼠动物模型，探讨

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞及相关细胞因子 ＩＬ１０
和ＴＧＦβ１在哮喘发病中的变化情况，并观察糖皮
质激素治疗对该细胞的影响和干预作用，现将结果

报道如下。

１　材料与方法

１．１　实验对象
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠３０只，雌雄各半，清洁级，８～１０

周龄，体重２２±２ｇ，购自四川大学实验动物中心。
按随机数字表法分为３组：哮喘组（ＯＶＡ组），哮喘
吸入激素治疗组（ＯＶＡ／ＧＣ组）及对照组（ＮＳ组），
每组１０只。
１．２　主要仪器和试剂

主要实验仪器有水平离心机、光学显微镜、压缩

雾化吸入器、酶标仪、ＥｐｉｃｓＸＬ型流式细胞仪等。主
要实验试剂包括卵清蛋白（ＯＶＡ）、氢氧化铝［Ａｌ
（ＯＨ）３］、胶原酶Ⅰ型、小鼠淋巴细胞分离液、Ｈａｎｋ′ｓ
液、小鼠 ＩＬ１０和 ＴＧＦβ１检测试剂盒、大鼠抗小鼠
ＣＤ４ＰＥ，ＩｇＧ２ａＰＥ，ＣＤ２５ＦＩＴＣ，ＩｇＧ１ＦＩＴＣ等，分别购
自不同的制剂公司，按操作说明书进行操作和配制。

１．３　各模型组的制备
参照沈华浩［３］和Ｓａｋａｉ［４］提出的方法略加调整。

１．３．１　ＮＳ组　　于第０天，第１４天予以生理盐水
０．２ｍＬ腹腔注射，第 ２１～２５天用 ３７℃生理盐水
２０ｍＬ雾化吸入３０ｍｉｎ。
１．３．２　ＯＶＡ组　　于第０天，第１４天予以 ＯＶＡ／
Ａｌ（ＯＨ）３混合液０．２ｍＬ［含ＯＶＡ１００μｇ、Ａｌ（ＯＨ）３
２ｍｇ］腹腔注射，第２１天开始激发，以２％ＯＶＡ生理
盐水２０ｍＬ雾化３０ｍｉｎ，持续激发５ｄ。
１．３．３　ＯＶＡ／ＧＣ组　　于第 ０天，第 １４天予以
ＯＶＡ／Ａｌ（ＯＨ）３混合液０．２ｍＬ［含 ＯＶＡ１００μｇ、Ａｌ
（ＯＨ）３２ｍｇ］腹腔注射，第 ２０天给予普米克令舒

（布地奈德混悬液）雾化 １０ｍｉｎ，雾化浓度为
０．８ｍｇ／Ｌ。第２１天开始激发，以２％ＯＶＡ生理盐水
２０ｍＬ雾化 ３０ｍｉｎ，持续激发 ５ｄ，每次激发前
２０ｍｉｎ均行普米克令舒雾化，方法同第２０天。
１．４　标本收集及检测
１．４．１　摘眼球采血　　末次激发后２４ｈ，５％氯胺
酮腹腔注射麻醉，注射剂量６０ｍｇ／ｋｇ。麻醉后，左
手固定小鼠，将小鼠头部皮肤绷紧，眼球突出，右手

持眼科弯镊夹住眼球根部，将眼球摘出，并立即将鼠

倒置，头朝下使眼眶内动静脉血流入抗凝采血管。

一部分标本制备成单细胞悬液，用流式细胞仪检测

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋细胞数目，另一部分抗凝血 ２０００ｒ／
ｍｉｎ，１０ｍｉｎ离心，分离血浆，装入 ＥＰ管，－７０℃冰
箱保存，然后使用ＥＬＩＳＡ（酶联免疫吸附试验）试剂
盒检测小鼠血浆中ＩＬ１０、ＴＧＦβ１细胞因子浓度。
１．４．２　分离肺组织单个核细胞　　５ｍＬＨａｎｋ′ｓ液
经右心室灌洗小鼠肺脏，取下肺组织，剪成碎片，通

过研磨、过滤、多次洗涤肺组织细胞悬液及最后的密

度梯度离心法离心获得细胞悬液浓度为２×１０６／ｍＬ
的单个核细胞，通过流式细胞仪测定 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ
细胞数目。

１．５　肺部标本的制备
用４％多聚甲醛（含０．１％ＤＥＰＣ）固定右肺中

叶。然后石蜡包埋，切成３μｍ厚切片，苏木精伊红
染色，观察肺组织病变和炎症细胞浸润情况。

１．６　统计学分析
所有数据经 ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ检验正态性，

符合正态分布的数据用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
偏态分布数据用中位数和四分位数表示，ＳＰＳＳ１１．５
统计软件分析所有数据，正态分布数据用析因设计

方差分析和单因素方差分析，ＬＳＤ检验对各组均数
进行两两比较，偏态分布数据用秩和检验分析，直线

相关分析外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分率与细胞
因子水平间相关性，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　哮喘模型建立
哮喘组小鼠多次激发后不同程度出现呼吸急

促、缩头弓背、口唇紫绀、抓耳挠腮、烦躁不安等症

状；吸入激素治疗哮喘组上述症状明显减轻；对照组

·８２５·
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可见烦躁不安，但无其他上述表现。肺部病理切片 见图１。

! " #

　　图１　肺组织病理切片（苏木精伊红染色，×２００）　Ａ：ＮＳ组未见气道炎症表现；　Ｂ：ＯＶＡ组的细支气管及血管周围均可
见以嗜酸性粒细胞增多为主的炎性细胞浸润，部分细支气管上皮细胞脱落不完整；　Ｃ：ＯＶＡ／ＧＣ组炎症改变明显减轻。

２．２　哮喘小鼠外周血和肺组织细胞悬液中 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分率的变化
哮喘组小鼠外周血和肺部 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞

百分率明显降低（Ｐ＜０．０１），哮喘小鼠吸入糖皮质
激素治疗后，外周血和肺部ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分
率较哮喘模型组明显升高（Ｐ＜０．０１），升高后的
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分率与对照组比较，差异无显
著性（表１）。

　　表１　哮喘小鼠外周血和肺组织中 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔ细
胞百分率 ［（ｘ±ｓ％）］

组别 鼠数 外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ 肺部ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

ＮＳ组 １０ ５．２１±０．３６ ４．３９±０．４６
ＯＶＡ组 １０ ３．３８±０．６３ ２．２７±０．４１
ＯＶＡ／ＧＣ组 １０ ５．１７±０．９０ａ ３．９０±０．７５ａ

Ｆ值 ２４．６３４ ３９．２１５
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与ＯＶＡ组比较Ｐ＜０．０１

２．３　外周血与肺部 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分率的
相关性分析

哮喘组、哮喘吸入糖皮质激素治疗组及正常对

照组，小鼠外周血与肺部ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分率
变化经 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析均呈正相关，ｒ分别为
０．８９４，０．８３７，０．８７８，Ｐ＜０．０１。
２．４　哮喘小鼠血浆ＩＬ１０水平的变化情况

小鼠血浆 ＩＬ１０测定结果变异较大，部分模型
组和对照组在ｐｇ／ｍＬ水平仍测不出，该结果按零处
理。ＩＬ１０数据经分析呈非正态分布、方差不齐，因
此采用中位数和四分位数间距描述，ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ
秩和检验进行统计分析。哮喘组、哮喘吸入激素治

疗组及对照组之间差异有显著性（Ｐ＜０．０１）。哮喘
组较对照组ＩＬ１０水平明显降低（Ｐ＜０．０１），哮喘小
鼠吸入糖皮质激素治疗后，ＩＬ１０水平明显升高，接
近对照组水平，与哮喘组相比差异有显著性

（Ｐ＜０．０１），（表２）。

　　　　　表２　小鼠血浆ＩＬ１０水平 （ｐｇ／ｍＬ）

组别 鼠数 ＩＬ１０［Ｍ（ＱＲ）］ ＭｅａｎＲａｎｋ
ＮＳ组 １０ ４６．３（２２．５） ２５．６５
ＯＶＡ组 １０ ７．７５（１２．３）ａ ９．７５
ＯＶＡ／Ｇ组 １０ ４７．４（８．７５）ｂ ２３．９５

　　ａ：与对照组比较χ２＝９．７５２，Ｐ＜０．０１；　ｂ：与哮喘组比较 χ２＝

１０．２４２，Ｐ＜０．０１

２．５　小鼠血浆ＴＧＦβ１水平的变化情况
外周血中，哮喘组小鼠 ＴＧＦβ１水平明显降低

（Ｐ＜０．０１）。哮喘小鼠吸入糖皮质激素治疗后，
ＴＧＦβ１水平有所升高，但与哮喘组比较，差异无显
著性。而且，激素治疗后 ＴＧＦβ１水平仍较对照组
明显降低（Ｐ＜０．０１），（表３）。

　　　　表３　哮喘小鼠血浆ＴＧＦβ１水平 （ｐｇ／ｍＬ）

组别 鼠数 ＴＧＦβ１（ｘ±ｓ）
ＮＳ组 １０ １３４１．３０±１０１．４９
ＯＶＡ组 １０ ３０５．１２±８６．１５ａ

ＯＶＡ／ＧＣ组 １０ ３３５．３９±９３．１５ａ

　　ａ：与ＮＳ组比较Ｐ＜０．０１

２．６　外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞百分率与血浆细
胞因子相关性分析

经ｓｐｅａｒｍａｎ′ｓ相关性分析，各组 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ
细胞百分率与ＩＬ１０，ＴＧＦβ１无相关性。

３　讨论

近年来，ＴＨ１／ＴＨ２平衡理论作为支气管哮喘发
病机制的核心已为大多数人接受，但进一步研究发

现，另一类 Ｔ淋巴细胞即 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细
胞在哮喘的免疫调节中发挥重要作用［１］。ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞是维持外周免疫耐受的关键细
胞，它可介导机体对过敏原耐受的形成，抑制 ＴＨ２
反应及气道的嗜酸性粒细胞炎症，从而下调哮喘气

·９２５·
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道炎症，最终起到抑制哮喘发展的作用。本实验中

哮喘小鼠外周血和肺部组织细胞悬液中 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞百分率均较非哮喘小鼠明显降
低，与相关文献报道一致［２，５］。实验同时发现肺部

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞数量较外周血 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞低，提示哮喘小鼠体内 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞数量的降低可能减弱对ＴＨ２细
胞的接触性抑制作用，使 ＴＨ２型免疫反应增强，尤
其是ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞不能有效聚集于肺
部发挥抑制功能，可导致机体全身和局部免疫紊乱，

造成哮喘过敏性气道炎症的发生。由此我们推论支

气管哮喘的发病机制可能与体内 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节
性Ｔ细胞减少不能有效发挥免疫抑制功能有关。

糖皮质激素是控制哮喘气道炎症的最有效药

物。有研究发现［６］，糖皮质激素不仅具有免疫抑制

和抗炎作用，还能转录调节染色体结构，诱导和抑制

基因表达，通过 Ｆｏｘｐ３依赖机制促进 Ｔ细胞向 Ｔｒ１
方向分化，使免疫反应转向免疫抑制，从而使过敏性

炎症反应的调节紊乱重新达到平衡。本研究发现哮

喘小鼠吸入糖皮质激素治疗后，外周血和肺部

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞数量较未经治疗的哮喘
小鼠明显增加，提示糖皮质激素可通过调节哮喘体

内ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞数量，改善其免疫抑
制功能，从而发挥治疗作用。

ＩＬ１０是有效的抗炎和免疫抑制细胞因子，可调
节哮喘等过敏性疾病的效应细胞，包括抑制ＴＨ２细胞
因子的产生和肥大细胞、嗜酸性细胞功能，并抑制ＩｇＥ
的产生、增强ＩｇＧ４的产生，从而调节ＩｇＧ４与ＩｇＥ的比
例 ［７，８］。目前关于ＩＬ１０在哮喘中的变化仍然存在争
论，一些研究发现哮喘患者较正常对照ＩＬ１０表达升
高，相反，一些则发现ＩＬ１０水平降低。在本实验中，
哮喘小鼠外周血ＩＬ１０较对照小鼠明显降低，吸入糖
皮质激素治疗后，哮喘小鼠ＩＬ１０水平升高达到对照
小鼠水平。提示ＩＬ１０降低参与哮喘发病，可能是导
致不能有效抑制ＴＨ２反应、炎症前细胞因子合成及释
放增加的原因之一，而糖皮质激素可诱导哮喘小鼠合

成ＩＬ１０，可通过ＩＬ１０途径发挥抗炎作用。
ＴＧＦβ在哮喘发病中主要发挥抗炎作用，可有

效减轻气道炎症和气道高反应性［９］。本实验发现

哮喘小鼠血浆 ＴＧＦβ１水平较非哮喘小鼠降低，吸
入激素治疗后 ＴＧＦβ１水平有所升高，但与哮喘组
无明显差异，提示ＴＧＦβ１参与哮喘发病，其全身水
平的降低可能导致免疫抑制作用减弱。糖皮质激素

对ＴＧＦβ１水平的影响不大，与 Ｋａｒａｇｉａｎｎｉｄｉｓ等［１０］

的报道一致。因此，如何提高体内 ＴＧＦβ１的合成
并维持在合理水平，将是哮喘防治的一条新途径。

ＩＬ１０和 ＴＧＦβ对 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞
在外周血中的分化过程起重要作用。国内郑峻松

等［１１］研究发现，ＩＬ１０，ＴＧＦβ１体外和胸腺内注射均
能诱导ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞增殖。ＩＬ１０可通过增加
ＴＧＦβⅡ型受体的表达和 ＴＧＦβ的分泌调节 ＣＤ４＋

Ｔ细胞对 ＴＧＦβ的反应［１２，１３］，因此，ＩＬ１０和 ＴＧＦβ
除自身具有免疫抑制功能外，在ＣＤ４＋Ｔ细胞活化过
程中可能协同作用，通过促进外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

调节性Ｔ细胞的极化，扩大对ＣＤ４＋Ｔ细胞的调节作
用，从而在维持免疫平衡中起重要作用。另一方面，

也有研究［１４，１５］显示 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔ细胞能诱导
ＣＤ２５Ｔ细胞成为Ｔｒ１和 Ｔｈ３细胞，从而促进 ＩＬ１０
和 ＴＧＦβ的分泌。本实验中各组小鼠血浆 ＩＬ１０，
ＴＧＦβ１分泌水平与外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ
细胞数量变化无相关性，原因可能是外周血中

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞仅部分由 ＩＬ１０，ＴＧＦβ
诱导产生，还有部分由胸腺内产生，因此，这两种细

胞因子水平的改变不能完全影响外周血总的 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞水平。同样，ＩＬ１０，ＴＧＦβ１除
了由外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞分泌外，还
由多种细胞分泌，因此，在体内，这两种细胞因子水

平是综合因素影响的结果，不能简单归因于外周血

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞的改变。
总之，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞数量减少，ＩＬ

１０和ＴＧＦβ１分泌水平降低参与哮喘发病过程，糖
皮质激素治疗可以通过上调 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ
细胞及ＩＬ１０的数量和水平，减轻炎症改变，控制哮
喘，但对 ＴＧＦβ１影响不大。监测哮喘患者 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞数量和 ＩＬ１０、ＴＧＦβ１分泌水
平将有助于我们了解病情及观察糖皮质激素治疗的

疗效。进一步研究 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞及相
关细胞因子ＩＬ１０和ＴＧＦβ１的免疫抑制作用机制，
将有助于阐明哮喘的免疫发病机制，并可能找到治

疗哮喘的新途径。
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２００８年８月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１０Ｎｏ．４
Ａｕｇ．２００８

的腺瘤均为异型增生，被明确为癌前病变；③Ｐｅｕｔｚ
Ｊｅｐｈｅｒ综合征的病人，为常染色体显性遗传病，有
２％～５％可发生恶变；④有家族性息肉病史的患儿。

因此，在幼儿期行息肉摘除，对于防止结肠癌的

发生有着极其重要的意义，并且可以终止小儿便血，

对于其发育成长都有积极的意义［１０～１２］。本文的患

儿因为就诊时间较短，尚无随访资料。

由于患儿年纪小，检查合作性差，以往的报道多选

用氯胺酮为麻醉用药，虽然氯胺酮亦能达到麻醉目的，

但有副作用较大、唾液增多、不自主活动，眼球震颤，易

呕吐，喉痉挛和苏醒慢等缺点［１３］。本文采用的静脉麻

醉药物得普利麻起效迅速，诱导期平稳，少有躁动，其

完全清醒的恢复特性更显示出优势，我们在术中同时

行心电，呼吸，脉氧监测，术中小儿安静，平稳，术后清

醒时间短，４１例患儿均有着良好的顺应性和安全性。
我院及周边地区没有专科的小儿结肠镜，我们

应用成人结肠镜代替儿科专用结肠镜成功地完成了

所有患儿的检查。因此，在缺乏儿科专用结肠镜的

情况下，使用成人结肠镜为小儿进行结肠镜检查是

安全可行的。
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